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ÖZET 
 

GELENEKSEL YÖNTEMLERLE HAZIRLANAN SEDİR KATRANININ 

ANTİKANSER ETKİSİNİN İNCELENMESİ 

Kadir EĞİ 

Tıbbi Biyokimya Anabilim Dalı, Yüksek Lisans Tezi 

 

Kanser, dünya genelinde ölümlerin önde gelen nedenleri biri olup, 
kardiyovasküler hastalıklardan sonra ilk sırada gelen ölüm nedenidir.  Rektal kanser ile 
beraber incelendiğinde kolorektal kanserler (KRK), erkeklerde prostat ve akciğer, 
kadınlarda meme ve akciğer kanserinden sonra üçüncü sırada görülmektedir. Kanser 
tedavisinde; dokunun tipine, kanserin evresine, kanserin karakterine kanserin bulunduğu 
dokuya ve hastanın fizyolojik özelliklerine göre farklı tedavi yöntemleri 
uygulanmaktadır. Kanser tedavisi için rutin olarak kemoterapi kullanılır.  Kemoterapi 
kanserli hücreler üzerine toksik etki gösterirken, bununla birlikte sağlıklı hücreler üzerine 
de toksik etki göstererek organların tahrip olmasına neden olmaktadır.  Kemoterapinin 
istenmeyen bu yan etkileri ölüm ile sonuçlanabilmektedir. Bu nedenle günümüzde en az 
toksisite ile kansere daha etkili bir tedavi sağlamak amacıyla bitkiler gibi doğal kaynaklı 
ilaçlara bir yönelim olmuştur. Bu tez çalışmamızda sedir katranı HCT-116 ve HUVEC 
hücreleri üzerinde apoptotik etkisi Annexin-V, MTT, Cell Cycle (Hücre Döngüsü) 
yöntemiyle ve apoptozun diğer bir belirteci olan mitokondral membran potansiyeli JC-1 
‘’(5,5′,6,6′-tetrachloro1,1′,3,3′-tetra methyl benzimidazolyl carbocy anineiodide)’’ ile 
apoptotik etkinlik incelendi ve morfolojik görüntüleri de Acridine orange /Ethidium 
bromide boyama yöntemleri ile tespit edildi. Çalışmanın sonucunda katran ektresinin 
IC50 değeri 30 µg/mL değerlerin antiproliferatif etki gösterdiği tespit edildi. Katran HCT-
116 hücresi üzerinde apoptotik etki gösterdiği ve hücrelerin %70’i G0-G1 fazında 
tutulduğu gözlemlendi. Ayrıca apoptotik etkinin ROS artışıyla korelasyon gösterdiğide 
tespit edildi. Bu çalışmada katranın bazı kimyasal ve biyolojik aktivite özellikleri 
incelenerek elde edilen veriler sonucunda, bu maddelerin hipoksi, 3 boyutlu hücre kültürü 
ortamlarında ve ardından hayvan deneyleri gibi yeni projelere ışık tutacak ve özellikle 
kanser tedavisi için yeni bir bitkisel ilaç adayı olup olmayacağı tespit edilecektir.  

Anahtar Kelimeler: HCT-116, Sitotoksite, Kolon kanseri, MTT 
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ABSTRACT 
 

THE INVESTİGATİON OF ANTİCANCER EFFECT OF CEDAR TAR 

PREPARED BY TRADİTİONAL METHODS 

Kadir EĞİ 

Medical Biochemistry Department, Master Thesis 

 

 Cancer is one of the leading causes of death worldwide and is the leading cause 
of death after cardiovascular diseases. When examined together with rectal cancer, 
colorectal cancers (CRC) are seen in the third place after prostate and lung in men and 
breast and lung cancer in women. In the treatment of cancer; Different treatment methods 
are applied according to tissue type, stage of cancer, character of cancer, tissue of cancer 
and physiological characteristics of patient. Chemotherapy is routinely used for cancer 
treatment. Chemotherapy has toxic effects on cancer cells, but also on healthy cells, 
causing toxic damage to organs. These undesirable side effects of chemotherapy can 
result in death. Therefore, there has now been a tendency towards drugs of natural origin 
to provide a more effective treatment for cancer with minimal toxicity. In this study, 
apoptotic effect on cedar tar HCT-116 and HUVEC cells by Annexin-V, MTT, Cell Cycle 
method and mitochondral membrane potential, another marker of apoptosis JC-1 '' (5,5 ′, 
6,6). Apoptotic activity was examined with et-tetrachloro1,1 ′, 3,3′-tetra methyl 
benzimidazolyl carbocy anineiodide) and morphological images were determined by 
Acridine orange / Ethidium bromide staining methods. As a result of the study, it was 
found that IC50 value of tar extract 30 µg / mL showed antiproliferative effect. It was 
observed that tar had apoptotic effect on HCT-116 cell and 70% of the cells were kept in 
G0-G1 phase. In addition, apoptotic effect correlated with ROS increase. In this study, as 
a result of the data obtained by examining some chemical and biological activity 
properties of tar, these substances will shed light on new projects such as hypoxia, 3-D 
cell culture environments and then animal experiments and it will be determined whether 
or not they will be a new herbal medicine candidate for cancer treatment. 

Keywords: HCT-116, Cytotoxicity, Colon cancer, MTT 
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1. GİRİŞ 

 

 Kanser, dünya genelinde morbidite ve mortalitenin önde gelen nedenlerinden biri 

olup, kardiyovasküler hastalıklardan sonra ilk sırada gelen ölüm nedenidir. (1-4).  Kanser 

günümüzde özellikle gelişmiş toplumlarda önemli bir halk sağlığı sorunu olarak 

karşımıza çıkmaktadır. İnsan ömrünün uzaması ve sanayileşmenin bir yaşam şekline 

dönüşmesi sebebiyle ile kanser vakaları da bunlara paralel olarak artmıştır. ‘’Her yıl on 

milyondan daha fazla kişi kanser hastalığa yakalanmakta ve yedi milyona yakın insan da 

kanser nedeni ile hayatını kaybetmektedir. Jemal ve ark. (5) yaptıkları son çalışmada 2016 

yılında, Amerika Birleşik Devletleri (ABD)'nde bir buçuk milyondan fazla yeni kanser 

vakası ve 600.000’e yakın ölümünün kanser sebebiyle meydana geleceği 

düşünülmektedir. Küresel olarak, kanser ölümlerinin sayısının 2002’de 7,1 milyondan 

2030’da 11,5 milyona çıkacağı tahmin edilmektedir (2).’’ 

 Günümüzde, kanser tedavisinde kemoterapi, radyoterapi, cerrahi yöntemler, 

immunoterapi, gen tedavisi ve alternatif tedavi gibi çeşitli yöntemler birlikte veya ayrı 

ayrı uygulanmaktadır. Bu yöntemler arasında en sık kullanılan yöntem kemoterapidir.  

Kemoterapinin en büyük handikapı kanserli hücreleri öldürürken normal hücreyide tahrip 

etmesidir. Bu nedenle günümüzde en az toksisite ile kansere daha etkili bir tedavi 

sağlamak amacıyla bitki kökenli ilaçlara bir yönelim olmuştur. Örneğin, yaygın 

bir kemoterapötik ajan olan flüorourasil, miyelotoksisite (6), kardiyotoksisiteye (7), 

doksorubisinin kalp toksisitesine (8,9), renal toksisiteye (10) neden olduğu tespit 

edilmiştir. Ayrıca kemoterapinin ilaç toksisitesi ve ilaç direncinin ortaya çıkması 

tedavideki yetersizliğin başlıca nedenlerinden biri olarak kabul edilmektedir (11). 

 Güçlü ve düşük yan etkiye sahip, kansere karşı yeni ilaçların geliştirilmesi ve 

keşfedilmesi üzerine çok sayıda çalışma yapılmaktadır (12,13,14). Günümüzde, kanser 

tedavisi için kullanılan ilaçların %60’ı doğal ürünlerden elde edilmektedir. Klinikte 

yaygın olarak kullanılan doğal bileşikler arasında bitkisel kaynaklı olanların sayısı 

oldukça fazladır (15-22). Doğal ürünlerden geliştirilen ilaçlar ham özütlerinden veya 

özütlerden izole edilen bileşiklerden kaynaklanır (23-29). Günümüzde kemoterapi 

amacıyla kullanılmakta olan antitümör etkisi kanıtlanmış vinka alkaloidler (vinkristin, 
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vinblastin), taksanlar (paklitaksel), kampoteşinler (topotekan) ve epipodofilotoksinler 

(etoposid) gibi pek çok bitkisel kökenli bileşik bulunmaktadır (30-33). 

 Çeşitli çalışmalarda doğal ürünlerin ham özütlerinin, antitümöral aktiviteye sahip 

çeşitli moleküller içerdikleri ve bunların bazılarının kanser hücrelerini öldürmekte 

oldukça etkili oldukları gösterilmiştir (34-37). Ancak bitki özütlerinden elde edilen tek 

bir maddenin kendi başına kullanılması yerine, bitki özütü içerisindeki tüm bileşiklerin 

kompleks etkileşimleri (sinerjitik ve/veya antagonist etkileri) nedeniyle total bitki 

özütlerinin kullanılmasının bazı durumlarda daha etkili olduğunu ileri süren çalışmalar 

vardır (38-40). Ayrıca aynı cinse ait farklı türler içerisinde, aynı etken maddelerin farklı 

dozlarda bulunabileceği gösterilmiştir (41,37,42). 

 Bitki özütlerinin ve/veya bileşenlerinin antitümoral etkileri özellikle hücre 

büyümesi, DNA replikasyonu, apoptotik hücre ölümü, invazyonu ve metastazında rol 

alan sinyal iletim yolaklarında görevli hedef moleküller ile ilişkili olarak bulunmuştur 

(19,43-46). 

 Bu çalışmada’da; Türkiyede Toros dağlarında (Tarsus) yetişen ve halk arasında 

yüzyıllardır kullanılan, etnofarmosötik özelliğe sahip katran(sedir) ağacından geleneksel 

yöntemlerle elde edilen katranın antikanser aktivitesi incelendi. 

Katran veya sedir ağacı olarak isimlendirilen Cedrus libani  çamgiller (Pinaceae) 

familyasında yer alan herdem yeşil kozalaklı ağaçlardandır. Lübnan, Suriye ve 

Türkiye’de yayılış göstermekte olup, Türkiye’de çoğunlukla 800-2000 metre yükseltiler 

arasında Toros dağlarında yayılış göstermektedir. Katran ağacı, geçmişten günümüze 

yayılış gösterdiği alanlarda ve yakın çevrede bulunan medeniyetler tarafından kutsal bir 

ağaç olarak görülüp, güç, kudret ve ihtişamın bir sembolü olarak kabul edilmiştir 

(47,48). Katran ağacı ve kuzenlerinin esansiyel yağlar ve odun özütü (katran) de değişik 

amaçlar için kullanılmaktadır. Atlas ve Himalaya sedirinden elde edilen yağ, Fas, 

Hindistan ve Nepal’de sabunların kokulandırılmasından parfümeriye, birçok hastalığın 

tedavisinden (bronşit, tüberküloz, cilt hastalıkları, romatizmalı rahatsızlıklar, ülser ve bel 

soğukluğu) ölüleri yakma işlemine kadar çok çeşitli alanda kullanılmaktadır (49). 

Toros dağlarında katran ağacının yayılış alanlarında yaşayan halk, günümüzde 

halen dededen toruna aktarılan kültürel bir miras şeklinde sedir odunundan katran 
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çıkarıyor (50,51). Katran, yöre halkı tarafından küçükbaş ve büyükbaş hayvanların 

vücuduna dışardan uygulanarak uyuz hastalığına ve kene, atsineği, sivrisinek gibi 

parazitlere karşı uzaklaştırıcı (repellent) ve öldürücü (pestisit) olarak kullanılıyor. Yöre 

halkı katranı, düşük derişimlerde olmak üzere (bir kova suya birkaç damla), hayvanların 

içme sularına da karıştırmaktadır. Bu karışımı içen hayvanlarda, iç parazitlerin etkisiz 

hale geldiği ve hayvanların daha sağlıklı olduğuna inanılıyor (51). Katran ağacının ibre, 

kozalak, tohum ve kabuğundan elde edilen yağların birçok zararlıya (bakteri ve sivrisinek 

gibi) karşı etkili olduğu bilimsel olarak da kanıtlanmıştır (52,53). Yöre halkı 

hayvanlarının yanı sıra, insan sağlığı içinde katranı şurup şeklinde hazırlanıp içilmesiyle 

de ülser, iç parazitler, karın ağrısı gibi şikâyetlere karşı tedavide kullanmaktadırlar (51). 

Geleneksel tedavi modelleri içinde yer alan sitotoksik kemoterapi, hala birçok 

kanser türü için tercih edilmektedir (54- 58). Kemoterapi amaçlı kullanılmakta olan 

sitotoksik maddeler, bölünme evresindeki bir hücreyi, durağan fazdaki bir hücreye oranla 

daha fazla etkilemektedir (59). Bu nedenle, kullanılacak olan maddenin sitotoksik 

etkisinin saptanması büyük önem taşımaktadır (60). Kanser tedavilerinin başarısı yüksek 

oranda normal dokunun yaşamasını sağlayıp, kanser hücresinin yok edilmesine bağlıdır. 

Tedavide öncül neoplastik hücrelerin yok edilmesi amacıyla proliferasyonun 

durdurulması veya apoptozun başlatılması önemli bir adım olarak kabul edilir (61-63). 

Apoptoz kontrolünün bozulması kanser oluşumunda önemli rol oynar. Kanser 

hücrelerinin normal apoptotik süreçten sürekli kaçma eğilimindedirler. Kanser hücreleri 

ya antiapoptotik proteinlerin aşırı aktivasyonu ya da proapoptotik proteinlerin 

baskılanmasıyla apoptoza dirençli bir nitelik kazanırlar (64-67). Apoptoz, hücre içinden 

gelen uyarılarla veya hücrenin dışından gelen çeşitli uyaranlar ile tetiklenebilmektedir. 

Kanser ilaçlarının birçoğu apoptozu uyaran yolaklarda iş görmektedir (68).  

Bu çalışmada katranın bazı kimyasal ve biyolojik aktivite özellikleri incelenerek, 

kanser tedavisine yeni bir bitkisel ilaç adayı olup olmayacağı tespit edilecektir.  Bu 

çalışmadan elde edilen veriler sonucunda, bu maddelerin hipoksik koşullarda, 3 boyutlu 

hücre kültürü ortamlarında ve ardından hayvan deneyleri gibi yeni projelere ışık tutacak, 

özellikle kanser tedavisi için yeni ve özgün çalışma alanları doğuracaktır. Ayrıca bu 

çalışma ile kanser tedavisinde büyük bir öneme sahip olan doğal ürünlerden elde edilen 

ilaç çalışmalarının teşvik edilmesi amaçlanmıştır 
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. Kanser 
 

  Kanser, epigenetik ve genetik olayların hücresel birikimine bağlı çok faktörün rol 

aldığı kompleks bir hastalıktır. Doğal bir süreç ve/veya çevresel faktörlerin etkisi ile 

genlerde meydana gelen değişiklikler sonucunda hücrelerin kontrolsüz olarak 

bölünmesiyle ortaya çıkar (69,70). Kanser, normal dokularda hücre ölümünün ve 

çoğalmasının arasındaki dengeyi sağlayan homeostatik kontrol mekanizmasının hasar 

görmesi sonucunda gelişmektedir (71).  

Kanser tedavisinde kemoterapi, radyoterapi, cerrahi yöntemler, immunoterapi, 

gen tedavisi ve alternatif tedavi gibi çeşitli yöntemler birlikte veya ayrı ayrı 

uygulanmaktadır (59). Bu yöntemler arasında en sık kullanılanı kemoterapidir (55). 

 Günümüzde kansere yakalanan bireylerin sayıları giderek artmaktadır. Küresel 

olarak, kanser ölümlerinin sayısının 2002’de 7,1 milyondan 2030’da 11,5 milyona 

çıkacağı tahmin edilmektedir (2). Uluslararası Kanser Araştırmaları Ajansı 2012 yılında 

14 milyondan fazla yeni kanser vakası, 8 milyondan fazla kanser nedeniyle ölüm ve 32,56 

milyon kanserle yaşayan insan olduğunu bildirmiştir (73). Kanser, 21. yüzyılda hala 

dünyadaki en önemli bir halk sağlığı sorunlarından biri olmaya devam etmektedir. Tanı 

ve tedavideki ilerlemelere rağmen hastaların genel olarak sağ kalımı hala düşük orandadır 

(61). 

 

2.1.1. Kanser Hücreleri ve Kanser Gelişimindeki Faktörler 
 

Kanser hücreleri, normal hücre çoğalmasını, farklılaşmayı ve sağ kalımını 

düzenleyen mekanizmalardaki anomalilerden kaynaklı kontrolsüz olarak çoğalmaya 

başlarlar. Devamlı bölünerek normal doku ve organları istila edip yayılırlar. Kanser 

hücreleri, normal hücrelerden farklı olarak hücre dışı büyüme etkenlerine daha az ihtiyaç 

duyarlar. Hücre çoğalmasında etkili olan hücre içi sinyal yolaklarındaki proteinlerin veya 

büyüme faktörü reseptörlerinin kontrolsüz aktivitesinden dolayı, kanser hücreleri 

çoğalmayı sağlayan büyüme faktörlerini kendileri salgılayabilirler, bu da otokrin çoğalma 

uyarımı ile hücrenin sürekli olarak çoğalmasına neden olur. (Şekil 1). Ancak, in vitro 

koşullarda çoğalabilmek için büyüme faktörlerine ihtiyaç duyarlar. 
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Şekil 2.1. Kanserleşmede Rol Alan Faktörler 

 

Kültür ortamında normal fibroblastlar diğer komşu hücrelere temas ettikleri anda 

gelişmelerine son verirler ve çoğalmazlar (kontakt inhibisyon). Böylece normal hücreler 

birbirlerine tutunarak düzenli bir şekilde kültür kabında yer kaplarlar. Ancak, tümör 

hücreleri komşu hücrelerle temas ettiği zaman bile hareket etmeye devam ederek çok katlı 

düzensiz kümeler halinde çoğalmaya devam ederler. Kanser hücreleri, kontrolsüz olarak 

çoğaldıkları için normal biçimde farklılaşamazlar ve farklılaşmanın erken evrelerinde 

kalırlar (73,61). 

Kanser hücreleri, normal dokunun içerisine girebilmek için hücre dışındaki 

matriks bileşenlerini parçalayan proteazlar salgılayarak invazyon özelliği gösterirler. 

Tümörün büyümenin sürekli olarak ilerlemesi için yeni kan damarlarının oluşturulması 

(anjiyogenez) gereklidir. Bu damarlar, tümör hücrelerinin  salgıladığı ve çevre dokuların 

damarlarındaki endotel hücrelerinin çoğalmasını uyaran büyüme faktörlerine cevap 

olarak ortaya çıkar. Bu da tümör hücrelerinin gelişen yeni kılcallara rahatça girebilmesini 

ve kanser hücrelerinin dolaşıma katılarak metastatik yayılımı başlatmasına olanak sağlar 

(74,75). 
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Onkogenler, p53 ve Rb gibi tümör baskılayıcı genlerde oluşan mutasyonlar da 

kanser gelişmesine neden olmaktadır. Fakat bu durum kanser hücrelerinin kromozomal 

bozukluklarını ve biyoçeşitliliğini açıklamakta yetersiz kalmaktadır. Farklı bir görüşe 

göre ise, hücre bölünmesini kontrol eden genlerde meydana gelen bir mutasyon anormal 

replikasyona, delesyona ve duplikasyona yol açarak hücrelerin belli bir proteini 

gereğinden az veya fazla üretir. Eğer kromozomal aberasyonlar hücre döngüsünü kontrol 

eden büyüme faktörlerinin üretimini veya tümör baskılayıcılar gibi bir veya daha fazla 

proteini etkilerse kanser ortaya çıkabilir. Ayrıca, hücre döngüsü, DNA hasar tamiri ve 

apopotozda görevli olan genlerin aşırı metillenmesinin de bazı kanser türlerinde 

karakteristik olarak göründüğüne dair güçlü kanıtlar bulunmaktadır. Kanser gelişimine 

yol açabilecek farklı birçok mekanizma olabilir. Bu durum da kanserin nedeninin 

belirlenmesini daha da güçleştirmektedir (76). 

 

2.2. Kolon Kanseri 
 

Kolon adenokarsinomu, değişik toplumlarda farklı sıklıkta görülmesine rağmen 

mide-bağırsak sistemin en sık karşılaşılan kanseridir. Tüm dünyada ciddi bir morbidite 

ve mortalite nedeni olan bu tümörlerin, yılda yaklaşık 1.000.000’dan fazla insanda ortaya 

çıktığı düşünülmektedir. Rektal kanser ile beraber değerlendirildiğinde kolorektal 

kanserleri (KRK), erkek bireylerde prostat kanserinden ve akciğer kanserinden sonra, 

kadın bireylerde meme kanserinden ve akciğer kanserinden sonra üçüncü sırada en çok 

görülmektedir. Erkek ve kadın bireylerde görülen tüm kanserlerin %10’unu kolorektal 

kanserler oluşturmaktadır. İstatistiksel verilerin güvenilir olduğu ABD’de de kanserden 

kaynaklı ölüm sebepleri arasında kolorektal kanserler ikinci sırada bulunmaktadır (118). 

Kolorektal kanserlerin bölgesel dağılımında anlamlı ve çeşitli farklılıklar 

bulunmaktadır. Sanayileşmiş batı toplumlarında yaşam süresinin uzaması, diyet ve 

çevresel faktörlerin etkisi ile kolorektal kanserlerle daha fazla karşılaşılmaktadır (119). 

Kolon kanserleri genelde cins ve ırk farkı dikkati çekmezken, rektum kanserleri daha 

baskın olarak  beyaz ırkta gözlenmektedir (120). 
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2.3. Kolon Kanseri Epidemiyolojisi 
 

 Kolon kanseri kanserden kaynaklı ölüm nedenleri arasında erkek bireylerde 

prostat ve akciğer kanserinden sonra kadın bireylerde ise meme ve akciğer kanserlerinden 

sonra üçüncü sırada yer almaktadır (118). Kolorektal kanserler, en fazla endüstrileşmiş 

batı toplumlarında görülmektedir ev tüm dünyada yaygın olarak görülen ve kanser 

kaynaklı ölümlerin %10’undan sorumludur (122). En çok görülme oranları ABD, 

Avustralya ve Yeni Zelanda'da; en az oranları Hindistan, Güney Amerika ve Ortadoğu 

ülkelerinde görülmektedir (123). Türlkiye Sağlık Bakanlığı verilerine göre kolorektal 

kanserler tüm kanserler içinde insidans açısından erkek bireylerde dördüncü, kadın 

bireylerde ise ikinci sırada yeralmaktadır. İnsidansı erkek bireylerde yüzbinde 1,6 ve 

kadın bireylerde yüzbinde 1,2 olarak bildirilmektedir (124).  

 

2.4. Kolon Kanseri Etyolojisi ve Risk Faktörleri 
 

‘’Genetik yatkınlık en belirgin risk faktörü olmakla beraber kolorektal kanserlerin 

büyük çoğunluğu sporadik kanserlerdir’’. 

Kolon kanserinin gelişiminde etkisi olan risk faktörleri arasında; yaş, adenom ya 

da karsinom öyküsü, diyet, çevresel faktörler, bilhassa inflamatuar barsak hastalığı olmak 

üzere diğer predispozan hastalıklar ve pozitif aile öyküsünün olması sayılabilir 

(122,125,126). 

Yaş: Dünya genelinde kolorektal kanserli hastaların %90’ı ve daha fazlası 50 yaş 

üzerinde olup ileri yaş hali de bir risk faktörüdür. Yaşın ilerlemesi ile birlikte artan 

kolonik mutasyonlar bunun sebebi olarak gösterilebilir (127). 

Diyet: Kolorektal kanserin çok fazla görüldüğü batı toplumlarında total kalorinin %40-

45 doymuş ve doymamış yağ oranı iken, az gelişmiş ve gelişmekte olan toplumlarda yağ 

oranı total kalorinin %10-15’ini oluşturur (128). Yani et ve yağ oranı yüksek gıdalarla 

beslenmenin antioksidan, antimutajen, vitamin ve eser elementlerden yoksun, lifsel 

komponenti olmayan beslenme alışkanlığının tümör oluşumunda büyük bir rolü vardır. 

Bunlar kolondaki mukoz epitel hücrelerinin yenilenme direncinin ve mukus kalitesinin 

kaybına neden olmaktadır (129). 

 Epidemiyolojik çalışmalarda sebze ve meyvenin bol tüketimi, kolon kanseri 

riskiyle ters orantılıdır. Diyetteki lif, dışkının hacmini ve buna bağlı geçiş hızını arttırarak 
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intraluminal karsinojenleri mukoza ile temasını azaltır. Ayrıca lif yönünden zengin 

gıdalar, barsaktaki karsinojen safra asitlerinin yoğunluğunu azaltırlar (125,126) 

İnflamatuar Barsak Hastalığı: Kronik ülseratif kolit ve Crohn hastalığı olan bireylerde 

kolon kanser riskinin hastalığın süresine ve yaygınlığına bağlı olarak arttığı 

bilinmektedir. Bu grupta ortalama en düşük kanserleşme oranı %3 ve en yüksek 

kanserleşme oranı %8 olmaktadır, hastalığın başladıktan 10 yıl sonra    kanserleşme oranı     

%10’a, 25 yıl sonra ise kanserleşme oranı %30’lara kadar yükselmektedir. Pankoliti olan 

bireylerde daha sık görülen kanserler, çoğu defa multifokal gelişim gösterirler (130). 

Yine, ülseratif kolit ile birlikte primer sklerozan kolanjit de varsa riskin daha çok 

olduğunu bildiren çalışmalar mevcuttur (131). Crohn hastalığı olanlarda kolon kanseri 

tüm toplumdan daha erken yaşlarda görülür ve çoğu müsinöz karsinom olup cerrahi by-

pass uygulanan segmentte veya striktür gelişen segmentte daha sık görülür. Klinik 

bulgular (rektal kanama, dışkılama alışkanlığında değişiklik) altta yatan hastalık 

tarafından taklit edilmesi sebebiyle tanı daha zor ve geç konur. 

Diabetes Mellitus: Kolorektal karsinogenezin abdominal obezite ve insülin direnciyle 

ilişkili olduğu düşünülmektedir. İnsülin normal mukozada apopitozu azaltır ve böylece 

kolorektal adenom gelişimini uyararak adenom-kanser gelişme zincirini erken uyarabilir 

(132,133). 

Obezite: Yapılan epidemiyolojik çalışmalarda bel çevresi, bel-kalça oranı ve kolon 

kanseri arasında ilişki gösterilmiştir. Fiziksel aktivite kolon kanseriyle ters ilişkili 

bulunmuştur (132-134). 

Adiponektin, adipoz dokudan salgılanan bir mediatördür ve obezitede adiponektin düzeyi 

azalmaktadır. Yapılan bir çalışmada kolorektal adenom sayısı ve adenomun boyutu, 

artmış visseral yağın birikimi ve azalmış plazma adiponektin düzeyiyle ilişkili 

bulunmuştur (132). 

 

2.5. Kolon Anatomisi 
 

İleumundan itibaren anüse kadar uzanan ve yaklaşık 150 cm uzunluğunda olan 

kalın barsak, sindirim kanalının 1/5’ini oluşturur. Hem periton içinde ve hem de 

retroperitoneal alanda yeralır. İleum ile çekumun birleşme yerinde ileoçekal valv denilen, 

kolon içeriğinin ileuma geçişini engelleyen bir kapak sistemi vardır. Longitudinal kas 
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lifleri biraraya gelerek kolon duvarında tenya denilen üç adet bandı meydana getirirler. 

Tenyalar sirküler kas tabakasından ve barsak uzunluğundan daha kısadırlar ve bu nedenle 

kolon büzüşmüş ve haustra denilen kesecikler oluşturmuştur. Kalın barsağın dış yüzünde 

periton ile örtülü yağ dokusu uzantıları görülür. Bunlara apendices epiploica denir. Kalın 

barsaklar; karaciğer, dalak, mide, duodenum, ince barsak, böbrekler, üreterler ve mesane 

gibi organlarla komşuluk gösterir (121). 

Çekum: Kalın barsağın ilk parçası olan çekum, sağ iliak fossada yeralır. Uzunluğu 

ortalama 6 cm, genişliği ise 7,5 cm olup kolonun en geniş kısmıdır. Geniş bir lümene 

sahip olması ve duvarının ince olması nedeni ile intestinal obstrüksiyonlarda kolonun en 

sık perfore olan kısmıdır (121). Arka yüzü iliakus ve psoas majör kasları ile komşudur. 

Çekum genelde mobildir ancak bazen terminal ileumdan gelen bir periton katlantısı 

çekumun fikse olmasına neden olabilir. 

Apendiks Vermiformis: Çekumun arka duvarından, ileoçekal valvin 2-3 cm altından ve 

üç tenyanın birleştiği yerden çıkar. Ortalama uzunluğu 9 cm (2-25 cm) dir. Çocuklarda 

yetişkinlerden daha uzundur. Tabanı spina iliaka anterior superior (SİAS) ile umblikusu 

birleştiren çizginin dış 1/3 noktasındadır (Mc Burney noktası). Apendiksin farklı 

konumlarda olabileceği saptanmıştır; retroçekal veya retrokolik, pelvik, subçekal, preileal 

veya postileal yerleşim gösterebilir. Apendiks vermiformis ileum mezenterinin alt ucuna 

kısa bir mezoapendiks ile bağlıdır. Apendiks arteri ileokolik arterin alt parçasının bir 

dalıdır. 

Assendan Kolon: Assendan kolon, çekumdan itibaren karaciğerin sağ alt lobunun alt 

yüzüne kadar uzanır ve burada birden sola ve biraz öne bükülerek hepatik fleksurayı 

oluşturur. Assendan kolonun ön ve yan yüzleri periton ile örtülü olup uzunluğu yaklaşık 

15–20 cm kadardır (121). Arka yüzü gevşek bağ dokusu ile karın arka duvarına tutunur. 

Bazen arka yüzü peritonla örtülü olabilir. Ön yüzü ileum, omentum majus ve karın ön 

duvarı ile komşudur. İçte duodenum, ince barsaklar ve psoas majör kası ile dışta ise karın 

yan duvarı ile komşudur. Arkada iliak kas iliolumbar ligament, quadratus lumborum kası, 

transversus abdominus kasının aponevrozu ve sağ böbrek ve sağ üreter ile komşuluk 

gösterir. 

Transvers Kolon: Transvers kolon, hepatik fleksura ile splenik fleksura arasında uzanır 

ve yaklaşık 50 cm uzunluğundadır (121). Dalağın alt ucunun altında aşağı doğru 

bükülerek splenik fleksurayı yapar. Transvers kolonun sağ ucu duodenum ikinci 
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parçasına ve pankreas başına tutunmuştur. Üst yüzü karaciğer, safra kesesi, mide büyük 

kurvatur ve dalak ile komşudur. Arkada duodenum inen kısmı, pankreas başı, treitz 

ligamenti ve ince barsaklarla komşuluk yapar. Önde karın ön duvarı ve ince barsaklarla 

komşudur. 

Descendan Kolon: Descendan kolon ise splenik fleksuradan başlayıp sol iliak fossaya 

kadar uzanır. Yaklaşık 25 cm uzunluğunda olan bu kolon segmenti en kalın kas 

tabakasına sahip kısımdır. Descendan kolonun da yan ve ön yüzü peritonla örtülüdür 

(121). Splenik fleksurayı yerinde tutan splenokolik ve frenokolik ligamentler bu bölgenin 

mobilizasyonu sırasında, dalağın hasar görmemesi için dikkatle ayrılmalıdır. Sol 

böbreğin dış kenarı ve quadratus lumborum kası arasında iliak kristaya kadar iner ve 

küçük pelvis içerisinde sigmoid kolon ile sonlanır. Arkada sol böbrek, iliakus, psoas 

majör ve quadratus lumborum kasları ile komşudur. Sol subkostal arter ve sinir, sol 

iliohipogastrik, sol ilioinguinal, genitofemoral ve lateral kutaneal femoral sinirler, sol 

testiküler (ovarian) arter ve sinir, sol eksternal iliak arter inen kolonu arkadan 

çaprazlarlar. 

Sigmoid Kolon: Sigmoid kolonun uzunluğu 40 cm olup 2,5 cm çapı ile kolonun en dar 

yerini oluşturmaktadır (121). Psoas majör kasının iç kenarından başlar, bir kıvrım yapar 

ve üçüncü sakral vertebra hizasında rektumla devam eder. Uzunluğu değişebilen bir 

mezokolon ile karın arka duvarına tutunmuştur. Sigmoid kolon lateralda eksternal iliak 

damarlar, obturatuar sinir, over (kadında), duktus deferens (erkekte) ve pelvis yan duvarı 

ile komşudur. Arkada internal iliak damarlar, üreter, priformis kası ve sakral pleksus ile 

komşudur. Sigmoid kolonun alt kısımlarında tenyalar incelmeye başlar ve rektuma yakın 

kısımda tamamen kaybolur. Tenyaları oluşturan lifler rektumu saran longitudinal kas 

tabakası ile uzanırlar. 

 

2.6. Kanser Tedavi Yöntemleri 
 

Kanser tedavisi kanserin tipine, oluşum yerine, ilerleme durumuna bağlı olarak 

değişkenlik göstermektedir. Sıklıkla ilk seçenek olan cerrahi yöntem, solid tümörlerin 

çıkartılmasında kullanılır. Erken evre kanserlerde ve benign tümörlerde tek tedavi 

yöntemi olabilir. Radyasyon, doğrudan tümörü hedef alan yüksek enerjili ışınlar 

kullanarak kanserli hücreleri öldürür. Esas olarak DNA’ya hasar vererek ve 
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replikasyonunu engelleyerek görev yapar. Bu nedenle hızla bölünen kanser hücrelerini 

öldürür. Ayrıca kısmen bölünmekte olan normal hücreleri de öldürür. Cerrahi ve 

radyasyon yöntemleri sıklıkla birlikte kullanılmaktadır. 

Kemoterapi ilaçları hızla büyüyen hücreleri hedefleyen toksik bileşenlerdir. Bu 

ilaçların çoğu DNA replikasyonu için gereken öncü moleküllerin sentezini engellemeyi 

hedefleyerek tasarlanır ve hücrenin S fazını tamamlaması engellenir. Kemoterapi ilaçları 

geniş çaplı olarak DNA hasarı oluşturur ve replikasyonu durdurur. Mitoz mekiğini 

oluşturan iğ ipliklerini baskılayan ilaç sınıfı, hücre replikasyonunu mitozun erken 

evrelerinde durdurur. Mitoz süresince kromozomların ayrılması için mikrotübüllere (iğ 

iplikleri) ihtiyaç duyulur. Mitotik iği baskılayan ilaçlar mikrotübüllerin sentezini durdurur 

(18). Yetişkin hücrelerin birçoğu sık sık bölünmediğinden, bu tip ilaçlara kanser 

hücrelerinin olduğundan daha az duyarlıdırlar. Kemoterapi ilaçları ayrıca gastrointestinal 

sistem hücreleri, kemik iliği hücreleri ve saç folikülleri gibi daha hızlı bölünen hücreleri 

de öldürürler. Bu da gastrointestinal rahatsızlıklar, düşük akyuvar sayısı ve saç kaybı gibi 

bazı kemoterapiye bağlı yan etkileri ortaya çıkartır (61). 

 Normal hücre büyümesini etkileyen birçok faktörden biri de hormonlardır. Kanser 

hücreleri her ne kadar büyüme faktörlerine karşı cevap verme özelliklerini kaybetmiş 

olsalar da, bazı kanser hücreleri büyümek için büyüme hormonlarına ihtiyaç duymaktadır. 

Kansere karşı hormon tedavisi kanser hücrelerini bu hormonlardan yoksun bırakmayı 

amaçlar. Her ne kadar bazı ilaçlar hormonun sentezini engellese de bu iş genellikle 

hormonun aktivitesini engelleyen ilaçlar ile yapılır. Örneğin, bazı meme kanseri hücreleri 

büyümek için östrojene ihtiyaç duyar. Östrojenin bağlanma bölgesini engelleyen ilaçlar 

kanserin ilerlemesini yavaşlatabilir. Bu ilaçlara seçici östrojen reseptör modülatörleri 

(SERM) veya anti-östrojenler adı verilir. Tamoksifen ve Raloksifen bu tip ilaçlara 

örnektir. Benzer olarak, testosteron (androjen hormon) bazı prostat kanser hücrelerini 

uyarır. Seçici androjen reseptör modülatörü (SARM) adlı ilaçlar testosteronun kanserli 

hücrelere bağlanmasını engeller ve kanserli hücrenin büyümesini durdurur (77,78,79). 

Yeni kemoterapötik ilaçlar ise kanser oluşumu ile ilişkili reseptörleri, büyüme faktörlerini 

veya kinazlar gibi hücre sinyal yolaklarını ve çeşitli aktif hücresel proteinleri hedefler 

(80). 

Bazı kanser hücreleri bazı ilaçlara karşı direnç geliştirdiklerinden kemoterapi 

başarısız olabilir. Toksik ilaçlar ile mutasyona uğrayan ve ilaca direnç geliştiren kanser 
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hücreleri ilaca dirençli bir tümör gelişimine neden olur. Bu probleme karşı kemoterapi 

ilaçları kombinasyonlar oluşturularak kullanılmaktadır. Bazı kanser hücrelerinde MDR1 

(multi-drug resistance/çoklu ilaca direnç)’in aşırı gen ifadesi gözlenir ve bu gen sadece 

birtakım ilaçların hücre içine girmesini engellemekle kalmaz, aynı zamanda hücrenin 

içindeki ilaçların da dışarı atılmasına yol açabilir ve tedavinin başarısız olmasına neden 

olur (81). 

Kanserde bağışıklık sistemi hücreleri, kanser hücrelerini yok etmekte yetersiz 

kalabilir. İmmünoterapi, immün sistem hücrelerinin kanser hücrelerini ortadan kaldırmak 

için kullanılabilir. Buna örnek olarak bazı kanser tedavilerinde kullanılan interlökin-2 ve 

interferon alfanın immün cevabı arttırdığı ileri sürülmüştür (82,83). 

 Bir diğer tedavi tipi olan kemo-immünoterapide, kanser hücresine özgü olan 

antikorlar ilaçlara eklenerek kullanılır. Bu moleküller kanser hücresine özgü olan antikor 

ve kanser hücresine girince toksik özellik gösteren ilaç olmak üzere iki kısımdan oluşur. 

Antikor, ilacı doğrudan kanserli hücreye taşır ve böylece kemoterapinin yan etkilerini 

azaltmak mümkün hale gelir. Diğer benzer bir strateji ise radyoimmünterapidir. Bu tedavi 

modelinde de belli antikorlar radyoaktif atomlara bağlanır ve ölümcül radyasyonu hedef 

kanserli hücreye taşır (84). 

 

2.7. Doğal Ürünler ve Kanser Tedavisi 
 

 Kanser tedavisi için ilaç geliştirme çalışmalarında doğal ürünler çok önemli bir 

kaynak oluşturmaktadır. Tıbbi kullanımdaki doğal ürünler ve bileşikler binlerce yıldan 

bu yana bitkiler, hayvanlar veya mikroorganizmalar gibi doğal kaynaklardan elde 

edilmektedir. 

 

2.7.1. Tarihçe 
 

 Bilinen en eski yazı M.S. 2600 civarında antik Mezopotamya’da bulunmuştur ve 

yüzlerce kil tablet üzerine çivi yazısı ile yazılmıştır. Bu tabletler Cedrus türleri (Sedir), 

Commiphora myrrha (mürrüsafi) reçinesi, Papaver somniferum (haşhaş) suyu, 1000’e 

yakın bitkiden bahseder. Bu bitki ve formülasyonların birçoğu günümüzde halen 

kullanılmaktadır. M.S. 1550 civarına tarihlenmiş olan antik Mısır Ebers papirüsünde 
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800 civarı karmaşık reçete ve Aloe vera (aloe), Boswellia carteri (buhur) ve Ricinus 

communis (hintyağı) gibi ajanların da bulunduğu 700’den fazla doğal ajan 

bulunmaktadır. Hippokrat (M.Ö. 460-377 civarı) 400’den fazla doğal ajan toplamış ve 

bunların kullanım şeklini Corpus Hippocratum’da yayınlamıştır. Kavun suyunun laksatif, 

Ornithogalum caudatum (adasoğanı)’nın ise diüretik etkisinden bahsetmiş ve 

Atropa belladonna (güzelavrat otu)’nın özütünün nasıl anestetik olarak kullanılacağını 

anlatmıştır. Ayrıca, Veratrum album (beyaz marulcuk) özütünün antiemetik olarak (mide 

bulantısına karşı) kullanılmasını tavsiye etmiş, zeytinyağının yara iyileşmesindeki 

faydalarını anlatmıştır. Roma’lı doktorlar bu kapsamlı bilgilerin üzerine yeni bilgiler 

eklemiş ve kendi bakış açılarını oluşturmuştur. Pedanius Dioskorides, yaklaşık 600 bitki 

türevli ilacın dozunu ve etkisini açıklayan, Avrupa'da farmakolojinin temellerini attığı 

‘De Materia Medica’yı derlemiştir. Bir başka ünlü Yunan hekim ve eczacı Galen ise, 540 

bitki türevli ilaç kaydetmiş ve bitkisel özlerin sadece yararlı bileşenleri değil, aynı 

zamanda zararlı maddeleri de içerdiğini göstermiştir (85). 

Bitkilerden elde edilen ilk etken maddenin 1805’te Alman kimyacı Serturme 

tarafından afyon bitkisinden izole edilen morfin olduğu, bunu 1820’de kınakınanın 

kabuklarından kinin, 1868’de yüksük otu (Digitalin) yapraklarından kalp yetmezliği 

tedavisinde kullanılan digitalin ve 1890’da söğüt dalı kabuğundan asetil salisilik asidin 

izolasyonu takip ettiği bilinir (86). Daha sonraları doğal ilaçların senteti türevleri 

sentezlenerek insanların hizmetine sunulmuştur. Sentetik olarak elde edilen ilaçların 

istenmeyen yan etkilerinin olması, insanları tekrar doğal kaynaklı ilaçları kullanmaya 

yönlendirmiştir. Bu amaçla yeni doğal ilaç ham maddeleri bulmak üzere bitkiler üzerinde 

yapılan araştırmalar gün geçtikçe artmaktadır (87-90). Tedavi amacıyla kullanılan ve 

bilinen tıbbi bitki miktarının 20.000’e ulaştığı tahmin edilmektedir. Bunlardan 4.000 

bitkisel ilaç yaygın bir şekilde kullanılırken, Avrupa’da 2.000 kadar bitkisel ilacın ticareti 

yapılmaktadır (91). Doğal ürün veri tabanlarında rapor edilen bileşiklerin sadece %41,4’ü 

biyolojik açıdan incelenmiştir (20). 

Bitkiler, doğal ilaç hammade kaynaklarının önemli bir bölümünü 

kapsamaktadırlar. Kanser tedavisinde klinik olarak iyi bilinen ve yaygın olarak kullanılan 

bitkilerden elde edilmiş bileşikler oldukça fazladır. Bu ilaçlar bitkilerin ham özleri veya 

onlardan izole edilmiş bileşiklerden üretilmiştir (23-29). 
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İn vitro yöntemler ilaç buluşlarının temel taşı olmaktadır. Şu ana kadar doğal 

kaynaklardan izole edilen birçok ürün, in vivo ve/veya in vitro koşullarda test edilmiştir. 

Ayrıca doğrudan bitkilerden elde edilen özütler de tedavide önemli bir yer tutmaktadır. 

Birçok modern ilaç, kimyasal yollar ile modifiye edilmiş bitkisel kaynaklı moleküllerden 

geliştirilmektedir. Tam sentetik ilaçların yaklaşık yarısı, doğal bir ürünün aktif parçasını 

taklit eden, doğal ürünlerin analogları olarak üretilmektedir. Doğal bitkiler veya taklit 

ürünler, anti-kanser ilaçlar veya kanser kemopreventif, nutrasötikler, kozmesötikler 

olarak etkilere sahip olabilirler (32). Kimyasal ilaçların yapımında büyük bir gelişme 

olmasına rağmen gelişmiş ülkelerde kanser tedavisi için yazılan reçeteli ilaçların %75’ini 

bitkisel kökenli etken maddeleri olan vinblastin, rezerpin, kinin, asetil salisilik asit 

(aspirin) gibi ilaçlar oluşturmaktadır (17). 

 

2.7.2. Kanser Tedavisinde Doğal Ürünlerin Kullanımı 
 

 Günümüzde anti-tümörojenik ve apoptotik etkisi kanıtlanmış birçok bitkisel 

kökenli bileşik tanımlanmıştır (30-32). 

Bitki kökenli anti-kanser ajanlar ile ilgili ilk çalışma Robert Noble ve Charles 

Thomas Beer tarafından, Vinca rosea olarak da bilinen Catharanthus roseus’tan elde 

edilen vinka alkaloidler, vinblastin ve vinkristin üzerinde 1950’lerde gerçekleştirilmiştir 

(92). Günümüzde klinik kullanımda bulunan çoğu kanser kemoterapi maddeleri ya bitki 

kökenli ya da bitkisel kaynaklı bileşiklerin analoglarından elde edilmektedir. Örneğin, 

prostat kanseri tedavisinde kullanılan kemoterapik ilaç sınıfından olan “Docetaxel”, 

Taxus baccata L.’den (Adi Porsuk Ağacı) özütleme yöntemiyle elde edilmektedir ve D 

vitamini ile birlikte kemoterapide kullanılan doğal ürünlerdendir. Ginseng’in, kanserde 

anjiyogenezi ve ilaç direncini engellediği, tümör hücrelerinin tanınmasını arttırdığı, 

çeşitli kanser hücreleri üzerinde sitotoksik olduğu gösterilmiştir (93). 1967 yılında 

(Monroe E. Wall ve Mansukh C. Wani) antimitotik etkiye sahip bileşik olarak Taxus 

brevifolia bitkisinin kabuğunda simbiyotik yaşayan bir mantarın sentezlediği antimitotik 

taksol izole edilmiştir. Taksol günümüzde akciğer, rahim ve meme kanseri olmak üzere 

pekçok kanser türünün tedavisinde kullanılmaktadır (94).  

 Bitkisel ürünler, sentetik ilaçlara göre daha az yan etkiye sahip olmalarına rağmen, 

toksisitelerinden tam olarak arınmış değillerdir (95). Çeşitli bitkilerden elde edilen 
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kimyasalların yapısal çeşitliliği, duyarlı ve dirençli fenotiplere sahip farklı kanser hücre 

tiplerinin ayrımlanmasında potansiyel bir öneme sahiptir. Bitkisel ürünlerin antikanser 

biyoaktivitelerinin tespiti için bitkilerin farklı kısımlarından (kök, gövde, yaprak, çiçek 

veya tohum gibi) özütler hazırlanarak öncelikle bitkinin sitotoksik etkisi araştırılmakta, 

daha sonra bitkilerin bileşikleri izole edilip etken maddeler tayin edilmektedir (96).  

Anti-kanser ilaçların birçoğu doğal ürünlerin taklitleri olarak üretilir ve bu ürünler 

ikincil metabolitler olarak tanımlanır. Yüksek bitkilerden elde edilen doğal bileşiklerin 

veya ikincil metabolitlerin tümörogenez üzerindeki etkileri in vitro’da kanser hücreleri 

üzerinde veya in vivo’da deneysel tümör modeli oluşturulan hayvanlar üzerinde 

araştırılmaktadır (32). 

Birçok geleneksel anti-kanser ajanların birincil sitotoksik etki mekanizması DNA 

hasarı ve apoptozun uyarılmasına dayanmaktadır. Kanser hücreleri, sitotoksik 

reaksiyonlara hücre döngüsü engellenmesi veya gecikmesi ile de cevap verebilir. 

Kemoterapötik maddelerin hızlı bölünen normal hücreler üzerindeki sitotoksik etkisi ve 

bölünmeyi durdurmaları nedeniyle saç dökülmesi, bitkinlik, enfeksiyon vb. gibi yaygın 

yan etkiler görülebilir (28). 

 Bitkisel kökenli anti-kanser ilaçlardan az sayıda ajan klinik olarak kullanılmak 

üzere FDA (Food and Drug Administration- Gıda ve İlaç Dairesi)’dan onay almıştır. 

Bunlar için prostat tümörlerinde kullanılan finasterid ve meme tümörlerinde kullanılan 

tamoksifen örnek verilebilir. Birçok ikincil bitki metabolitlerinin in vitro ve hayvan 

deneylerinde kanser hücrelerinin kontrolsüz çoğalmasını engellediği, transforme 

hücrelerin apoptotik potansiyelini arttırdığı ve tümör hücrelerinin proanjiyogenik/ 

metastatik potansiyelini düzenleme yeteneğine sahip olduğu gösterilmiştir Bunlardan 

kemoterapide geniş çapta kullanılan paklitaksel, vinblastin, vinkristin, etoposid’e ek 

olarak son zamanlarda artemisinin, kannabioid, resveratrol, kamptoteşin gibi bazı 

bileşikler klinik denemelerde kullanılmaya başlamıştır (32). 

Bitkiler, ilaç tedavisi ve diğer uygulamalarda potansiyel bir kullanıma sahip olan 

yeni kimyasal bileşiklerin kaynağını oluşturmaktadır. Bitkiler; alkaloidler, steroidler, 

taninler, glikositler, uçucu yağlar, sabit yağlar, reçineler, fenoller ve flavonoidler gibi 

bileşikleri yaprak, çiçek, ağaç kabuğu, tohum, meyve, kök gibi özel bölgelerde biriken 

birçok aktif bileşik içermektedirler. Bitki materyallerinin tedavi edici etkileri bu ikincil 

ürünlerin kombinasyonu ile ortaya çıkarılmaktadır (97). 
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2.7.3. Toros Sediri (Cedrus libani A. Rich) 
 

Toros sediri (Cedrus libani A. Rich.) Gymnospermae’lerin Coniferae sınıfı 

Pinoideae takımı Pinaceae familyasındandır. Boyları 40 metreye, çapı 2 metreye ve 35 

mm kabuk kalınlığına erişebilen Toros sediri dolgun gövdeli, kalın dallı ve 1000 yaşına 

kadar yaşayabilen ihtişamlı bir orman ağacıdır (135,136). 

Dört cins sedir türü bulunmaktadır; 

Himalaya Sediri (Cedrus deodara Loud): Afganistan, Nepal ve Batı Himalaya 

Dağlarında yayılış gösterir. 

Atlas Sediri (Cedrus atlantica Manetti): Kuzey Afrika’nın Atlas dağlarında yayılış 

gösterir. 

Kıbrıs Sediri (Cedrus brevifolia Henry): Kıbrıs’ın güney doğu bölgesinde endemik 

bir tür olarak yayılış gösterir. 

Toros Sediri (Cedrus libani A. Rich): Güney Anadolu’da, Toros dağlarında ve 

Lübnan’da yayılış göstermektedir. 

Sedir Toroslarda 1000-2000 metre rakımlar arasında yayılış göstermektedir. 

Toros sedirinin yayılışını yaptığı bu alanda kışları çok sert geçmektedir. Sedir kışın zor 

şartlarına ve yazın oluşan aşırı sıcaklıklarına oldukça toleranslı bir türdür. Sedirin kış 

şartlarına ve yaz aşırı sıcaklığına dayanıklı ve uyum yeteneğinin yüksek bir tür 

olmasından dolayı ağaçlandırma çalışmalarında çok sık tercih edilmektedir (137). 

 
Şekil 2.2. Cedrus Libani Kozalağı ve Yaprağı 
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2.7.4. Doğal Ürünlerden Özüt Hazırlama Yöntemleri 
 

 Çeşitli kanser hücre soylarında sitotoksik veya anti-kanser aktiviteye sahip bitki 

kökenli ürünlerin potansiyel etkilerini belirleyebilmek amacıyla, bitki özütleri (ekstre) 

farklı şekillerde hazırlanmaktadır. Özütleme (ekstraksiyon), standart işlemler ile seçici 

çözücüler kullanılarak bitki ya da hayvan dokularındaki inaktif bileşenlerden aktif 

bileşenleri ayırmak için kullanılan bir yöntemdir (98). Özütleme, doğal bileşiklerden ilaç 

formülasyonlarının hazırlanmasındaki ilk önemli adımdır. Modern özütleme yöntemleri, 

geleneksel bitkisel ilaçların gelişiminde oldukça etkilidir. 

Bir bitki materyalinin özütlenmesi ve bileşiklerinin izole edilmesi aşağıdaki temel 

aşamaları kapsar (31). 

1.Toplama ve bitki materyalinin doğruluğunu kanıtlama 

2. Kurutma 

3. Boyut küçültme 

4. Ekstraksiyon 

5. Filtrasyon 

6. Konsantrasyon 

7. Kurutma ve sulandırma 

 Çeşitli bitkisel özütlerin farklı hazırlanış şekillerine göre (suda, etanolde, 

metanolde, kloroformda, heksanda, diklorometanda) farklı kanser hücre soylarında farklı 

etkilere sahip olduklarını gösteren çok sayıda çalışma vardır. Örneğin, Arizona 

kaktüsünün (Opuntia ficus-indica) meyvesi olan kaktüs armudunun sulu özütünün HeLa 

hücrelerinde sitotoksik etkiye sahip olduğu, kaktüs armudunun %1’lik solüsyonunun 

HeLa hücrelerinin %40-60’ını öldürdüğü, %5’lik solüsyonunun ise 5. günde hücrelerin 

tamamını öldürdüğü gösterilmiştir (99). 

 

2.8. Apoptoz  
 

 Apoptoz (programlı hücre ölümü), hücre proliferasyonunun kontrolü için veya 

DNA hasarına yanıt olarak hücrelerin seçtiği fizyolojik bir ölüm şeklidir. Embriyogenez, 

morfogenez, normal doku yenilenmesi gibi fizyolojik olaylar sırasında ya da çeşitli 

patolojik koşullarda hücre içi veya hücre dışı uyaranlar tetiklenebilmektedir. 
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 Apoptozun tipik morfolojik özellikleri; hücre büzülmesi, hücre membranının 

tomurcuklanması, kromatin kondensasyonu ve nukleus parçalanmasıdır (Şekil 2). 

Apotozun erken evrelerinde hücre yüzeyinde birtakım değişiklikler ortaya çıkar. Plazma 

membranının iç yüzünde yer alan Fosfatidilserin (PS) membran dışına taşınır. 

Makrofajlar veya komşu hücreler, apoptotik hücreleri yüzeydeki bu molekülleri tanıyarak 

fagositoz ile yutarak ortadan kaldırırlar. Bu temizlik süreci organizmaların gelişimi ve 

homeostasisi için önemlidir. Annexin-V, fosfatidilserin’e bağlanan rekombinant bir 

protein olup, PS uçlarıyla güçlü bir şekilde etkileşir ve apoptozun tespitinde kullanılabilir. 

Apoptotik hücrenin bu şekilde yok edilmesi inflamasyon oluşumunu engeller. Bu işlem 

sonucunda veya sırasında oluşabilecek herhangi bir hata veya yetmezlik sonucunda çeşitli 

hastalıklar ortaya çıkabilir (10-104,65,105).  

           
Şekil 2.3. Apoptoz Morfolojisi 

 

2.9. Kanser ve Apoptoz 
 

Yetişkin insan vücudunda her saniye mitoz ile yüzbinlerce yeni hücre oluşurken, 

homeostasinin sağlanması adına bir o kadarı da apoptoz ile ölmektedir. Apoptotik 

sinyallerdeki bozukluk çeşitli hastalıklarda birinci veya ikinci düzeyde rol oynayabilir. 

            Kanser, normal bir hücreyi malign bir hale çeviren değişiklikler/mutasyonlar 

nedeniyle, hücrelerin sayısının aşırı artmasına, apoptozun azalmasına veya apoptoza 

direnç gösterilmesine neden olan bir hastalıktır. Bcl-2 ailesine ait proteinlerin anormal 

çalışması kanserde sıklıkla görülmektedir. Bcl-2 birçok kanser türünde aşırı ifade 

edilmekte ve apoptozun doğrudan baskılanmasına yol açarak kanserin gelişimine neden 
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olmaktadır. Bcl-2 proteinin aşırı şekilde ifade edilmesi hematopoetik hastalıklarda 

sıklıkla görülmektedir. 

 Moleküler mekanizmaları hızlıca çözülen apoptotik hücre ölümünün 

engellenmesi veya uyarılmasına yönelik yeni teşhis ve tedavi modelleri geliştirilmektedir. 

Proapoptotik veya antiapoptotik genlerin mutasyonları ile veya bu moleküllerin yokluğu 

ya da aşırı ifadeleri ile apoptoz mekanizmasının bozulabildiği ve çeşitli hastalıkların 

patogenezinde rol oynadığı birçok çalışma ile gösterilmiştir. Apoptoz yolakları gen 

tedavisi, antisens stratejiler, rekombinant bileşikler, klasik organik kimyasallar 

kullanarak engellenerek veya uyarılarak tedavi amacıyla birçok deneysel ve klinik 

çalışmalar yapılmaktadır. Kanser tedavisinde çok sayıda geliştirilmiş ve piyasa sürülmüş 

olan apoptoz ile ilişkili ilaçlar bulunmaktadır. 

 Kanser tedavisinde kullanılan ilaçların birçoğu, apoptozu kontrol eden genlerin 

ekspresyonları üzerine etkilidirler. Deneysel modeller ile hücre ölüm reseptörlerine 

agonist veya antagonist rekombinant moleküller ile ölüm reseptörlerinin işlevlerinin 

baskılandığı veya uyarıldığı gösterilmiştir. TRAIL agonistleri ile kanser ve diğer bazı 

hastalıkların tedavisinde klinik çalışmalar hızla devam etmektedir. Meme epitelinde    

Bcl-2 ekspresyonu östrojene bağımlıdır ve anti-östrojen etkili tamoksifen’in kullanımı ile 

meme kanserlerinde Bcl-2 ekspresyonları baskılanır ve apoptoz uyarılır. Bir diğer ajan 

olan vitamin D ve sentetik analogları, vitamin D reseptörlerini uyarır ve çoğu 

antiapoptotik Bcl-2 ailesine ait genin, örneğin Bcl-2, Bcl-XL ve Mcl-1’in ekspresyonunu 

baskılar (106,61,104,65,107). 

 

2.10. Hücre Canlılığı ve Sitotoksisite 
 

 Sitotoksisite, ölüm mekanizmalarından bağımsız kimyasal bir bileşiğin hücre 

öldürme özelliği olarak tanımlanır. Sitotoksisite testi, etken bir maddenin kanser hücreleri 

üzerindeki toksik etkisini belirlemek amacıyla yapılan bir yöntemdir. Geleneksel tedavi 

modelleri içinde yer alan sitotoksik kemoterapi, hala birçok kanser türü için tercih 

edilmektedir (55). Kemoterapi amaçlı kullanılmakta olan sitotoksik maddeler, bölünme 

evresindeki bir hücreyi, G0 fazındaki bir hücreye oranla daha fazla etkilemektedir. Bu 

nedenle, sitotoksik etkinin saptanması büyük önem taşımaktadır. Potansiyel antikanser 



20 
 

bileşikler için yapılan tarama çalışmalarında sitotoksisite mümkün olan en düşük 

konsantrasyonda taranmalıdır (59,60).  

 Sitotoksik etki, tümör hücrelerinin kontrolsüz bir şekilde büyümesini önlemek 

amacıyla antikanser tedavilerde tercih edilir. Kullanılan sitotoksik ilaçlar, hücre 

çoğalmasının kontrolünde rol oynayan kinazlar, membran reseptörleri veya hücre içi 

sinyal moleküllerinin işlevlerine müdahale eder. Bu nedenle sitotoksik bir etki, hücre 

ölümünün uyarılmasından önce hücre büyümesi ve bölünmesini engelleyerek 

durdurmaktadır (108).  

 Hücre canlılığının ölçümü, hücre biyolojisinde temel adımdır. Sitotoksisitenin 

saptanmasında çeşitli analiz yöntemleri kullanılmaktadır. Klasik olarak Tripan mavisi 

testi, LDH testi, Nötral kırmızı testi, MTT, MTS, WST-1, XTT testleri gibi hücre 

canlılığını ve sitotoksisiteyi tespit etmekte kullanılan birçok yöntem vardır. Bu 

yöntemlerin yanı sıra son yıllarda hassas analizler yapabilen sistemler geliştirilmiştir. 
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3. MATERYAL ve METOT 

 

Tez önerisi sunulmadan önce bir literatür araştırması yapıldı. Bunun neticesinde 

çalışma devamında. Antikanser özellik tespiti için yapılacak çalışmaları şu şekilde 

sıralayabiliriz. 

1- Elde edilen katran esktresinin kanser hücreleri üzerindeki sitotoksik etkisi MTT 

yöntemiyle tespit edilecek. 

2- Sitotoksik etkinliği tespit edilen ekstrerin, IC50 konsantrasyonları kullanılarak, 

gösterilen sitotoksik etkinin apoptotik olup olmadığı; flow sitometrik Annexin V 

yöntemiyle, cell cycle analizi, intracellular ROS etkisi ve morfolojik olarak da 

Acridine orange /Ethidium bromide ve Annexin-V fluoresan boyama yöntemleri 

ile tespit edilecek. 

 

3.1. Katran Ekstrelerinin Hazırlanması 
 

 Bu çalışmada yapımını detaylı bir şekilde belirttikleri, toros dağ köylerinde 

geleneksel yöntemlerle elde edilmiş katran kullanılacak (117). 

 

3.2. Materyal 
• Sınıf II güvenlik kabini (Thermo) 

• CO2’li inkübatör (Thermo) 

• İnvörted ışık mikroskobu (Olympus CKX 41) 

• Flouresans mikroskop ve görüntüleme sistemi (Olympus CKX 51, DP73) 

• Flow sitometri (BD facs via) 

• Mikroplayt reader (Spectramax M5, Thermo supergo) 

• Soğutmalı santrifüj (Hettich R 320) 

• pH metre (Toledo) 

• 75 cm’lik hücre kültür kapları 

• 25 cm’lik hücre kültür kapları 

• 96 kuyucuklu hücre kültür kapları (Corning) 

• 6 kuyucuklu hücre kültür kapları (Corning) 

• 12 kuyucuklu hücre kültür kapları (Corning) 



22 
 

• 5- 10 ml hacimli steril pipetler (Corning) 

• 10, 100, 200, 1 000 μl’ lik otomatik pipetler (Eppendorf) 

• Cam pastör pipetleri 

• 15 ve 50 ml’ lik falkon tüp (Corning) 

• Eppendorf tüpler 

• Tripsin-EDTA (Gibco) 

• DMSO (Sigma) 

• Hücre ortamı; DMEM F-12 (Sigma) 

• Fötal bovine serumu (FBS) (Gibco) 

• Penisilin/streptomisin (Sigma) 

• L- Glutamin (Sigma) 

• %0.4 Tripan mavisi solüsyonu (Sigma) 

• Thoma lamı 

• Fosfat tamponu (PBS/Phosphate Bufferred Saline) 

• MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) 

• Acridine orange /Ethidium bromide 

• Annexin V kiti (BD) 

• JC-1 kiti (Abcam red) 

• ROS kiti (Sigma) 

            Bu tez çalışmasında deneyler için sıvı azotta sakladığımız normal ve kanserli 

hücre hatlar kullanıldı. 

• HCT-116 (insan kolon karsinom hücre hattı) 

• HUVEC  (normal insan embriyonel hücre hattı) 

 

3.2.1. Hücrelerin Hazırlanması 
 

 Hücreleri büyütmek ve besin gereksinimlerini karşılamak için %10 FBS, % 1 

penisilinli/streptomisinli, % 1 L-glutaminli içeren DMEM F-12 besin ortamı kullanıldı. 

Yüzeye bağımlı hücreler büyütülürken hücreler yüzeyi tamamen kaplayıncaya kadar rutin 

olarak 2 günde bir ortamları steril cam pastör pipeti yardımı ile çekildi ve ardından 

hücrelerin üzerine taze besi ortamı eklenerek hücrelerin ortamı değiştirildi. Hücreler, 75 

cm3 hücre kültürü kaplarında 37ºC’ de %5 CO2’ li inkübatörde büyütüldü. 
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3.2.2. Hücrelerin Pasajlanması ve Dondurulması  
 

Büyütülen hücreler tüm yüzeyi kaplayacak kadar çoğaldıkları zaman hücrelerin 

üzerlerindeki besi ortamı steril pastör pipetleri ile çekilerek atıldı. Ardından hücre 

kültürünün yüzeyi tripsin-edta muamelesinin etkisini arttırmak amacı ile Ca+2 ve Mg+2 

içermeyen ticari olarak satılan steril 1X PBS ile muamele edilerek hücreler 1 kere yıkandı 

ve PBS uzaklaştırıldı. Hücre kültürünün üzerine tripsin-edta eklendi ve hücrelerin 

birbirlerinden ve plate yüzeyinden ayrılması beklendi. Ardıdan 1200 rpm de +4ºC’ de 

santrifüj edildi. Çöken hücrelerin üzerine %95 besi yeri ve %5 DMSO içerecek şekilde 

hazırlanan hücre dondurma solüsyonu eklendi ve hücreler bu solüsyon içerisinde önce -

200C’lik derin dondurucuda veya -860C’lik derin dondurucuda kısa süreli saklanırken 

uzun sureli olarak sıvı azota alınarak saklandı. 

 

3.2.3. Katran Ekstrelerinin Uygulanması ve Sitotoksik Etkilerinin Saptanması 
 

3.2.4 Hücre Sayımı 
 

Hücrelerden yeni kültüre etmek için istenen miktarda hücre almak amacıyla thoma 

lamı hücre sayımı yapıldı. Sayım için hücrelerin bulunduğu süspansiyonundan 10 μl 

alınırken tripan mavisinden 90 μl alındı ve böylece karışımı 100 μl’ ye tamamlandı. 

Hemositometrenin üzerine bir lamel koyuldu ve homojenize edilen hücreler boya 

karışımdan pipet yardımıyla thoma lamı ve lamel arasına kenardan yavaşça aktarıldı. 

Thoma lamı üzerinde yer alan 9 büyük kare içindeki hücreler sayıldı. Milimetredeki hücre 

sayısını (hücresayısı/ml) belirlemek için aşağıdaki formülden yararlanıldı. 

Hücre sayısı/ml = ((Sayılan hücre miktarı X Dilüsyon oranı (10)) X 104) / 8. 

Büyütülen hücreler %80-90 oranında çoğalınca, tripsinizasyon ile kaldırılıp 1x104 

hücre/kuyucuk olacak şekilde 96 kuyucuklu steril pleytlere ekildi. 24 saatlik inkübasyon 

süresinin ardından besi yerleri uzaklaştırıldı ve yerine 0-2,5-5-10-25-50-100-200 μg/ml 

konsantrasyonlarında katran ekstresi içeren 200 μl besiyeri hücrelere eklenerek 24 saat 

%5 CO2’li atmosferde 37°C’lik etüvde inkübasyona bırakıldı. 
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3.3. MTT Yöntemi ile Sitotoksik Etkinin Belirlenmesi 
 

MTT hücre proliferasyon kiti kullanılarak katran ekstresi sitotoksik etkileri 

incelecek. MTT testi canlı hücrelerdeki metabolik aktiviteyi, hücrelerin mitokondriyal 

dehidrogenaz enzimi aracılığı ile MTT parçalayarak, çözülebilir formazan tuzları 

oluşturması prensibine dayanarak yapılmaktadır. Hücreler stoktan açılarak 25 cm3 

flasklara ekilip, %80-90 oranında dolunca tripsinizasyon ile kaldırılıp 1x104 

hücre/kuyucuk olacak şekilde 96 kuyucuklu steril plaklara ekilecek. 24 saatlik süre 

ardından besi yerleri uzaklaştırılıp ve her bir ekstre için 0, 2.5, 5,10,25,50,100 ve 200 

µg/ml olacak şekilde uygulanır ve sitotoksik doz bulunmaya çalışılır. Katran ekstresi her 

bir kuyucuğa 200 μl olacak şekilde eklenir ve ardından 24 saatlik inkübasyon süresince 

%5 CO2’li atmosferde 37°C’lik etüvde inkübasyona bırakılır. İnkübasyon süresinin 

ardından kuyucuklardaki besi yerleri çekilip 20 μl serumsuz besi yeri üzerine 90 μl MTT 

solüsyonu eklenir ve ortalama 4 saat inkübasyona bırakılır. İnkübasyon sonunda 

plaklardaki besiyeri uzaklaştırılır, formazon kristalleri 100 μl DMSO ile çözdürüldükten 

sonra absorbans değerleri spektrofotometrede 470 nm dalga boyunda ölçülerek 

kaydedilir. 

 

3.4. Apoptotik Etkinin Tespit Edilmesi 
 

3.4.1. Apoptotik Etkisinin Annexin-V ile Flow Sitometrik İncelenmesi 
 

Katran yağının yüksek sitotoksik etki gösterdiği kanser hücresi üzerindeki 

sitotoksik etkilerinin apoptotik yolağın aktiflenerek mi yoksa hücrelerde nekrozisle mi 

olduğu Annexin V Apoptosis Detection Kit FITC kit protokolü uygulandıktan sonra flow 

sitometri (BD FacsCanto) ile analiz edilecek. Annexin-V apoptoz analizinde kullanılan 

FITC ile konjüge Annexin-V lektini, apoptotik hücrelerin hücre membranının dış 

yüzeyinde bulunan fosfatidil serin fosfolipidine bağlanır. FITC, Annexin-V bağlanan 

hücrelerin flüoresan (FL1 detektörü; eksitasyon= 488nm, emisyon=535nm) ışımasına 

neden olmaktadır. Hücrelerdeki bu flüoresan ışıma akış sitometrideki FL1 dedektörü ile 

belirlenebilir. Işımanın şiddetine göre hücreler sınıflandırılır ve bir diyagrama 

yerleştirilir. Ölü (mekrotik) hücreler ise nükleik asitlere bağlanabilen flüoresan PI (FL2 

detektörü, eksitasyon= 488nm, emisyon=562-588nm) boyası ile belirlenir. PI nekrotik 
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hücrelerin zarar görmüş hücre membranından geçerek DNA’larını boyar. DNA’ları 

boyanan hücrelerdeki flüoresan ışıma akış sitometrideki FL2 dedektörü ile belirlenir. 

Işımanın şiddetine göre hücreler sınıflandırılır ve bir diyagrama yerleştirilir. 

 Yüksek sitotoksik etki gösteren katran ektrelerinin; olası sitotoksik etkilerinin 

apoptotik yolağın aktiflenerek mi yoksa hücrelerde nekrozisle mi olduğu Annexin V 

Apoptosis Detection Kit FITC kit protokolü uygulandıktan sonra flow sitometri (BD 

FacsCanto) ile analiz edildi. 

 

3.4.2. Acridine Orange /Ethidium Bromide Staining Metodu İle Apoptozisin 
Morfolojik Olarak Tespit Edilmesi 
 

 Katran ekstresi ile muamele edilmiş hücre lamelleri alınıp, 2 kez 2 dakika PBS ile 

yıkanır. 5 dakika %70 etanol ile fikse edilip, hücreler 5 defa distile su ile yıkanır. Daha 

sonra bunlar 2 kez PBS’de bekletilip oda ısısında 15 dakika akridin orange/Ethidium 

bromide çalısma solüsyonu ile boyanır. Lamellerin kurutma kâğıdı üzerinde dik tutulması 

suretiyle boya uzaklaştırılır ve 4 kez PBS ile yıkanır. Lamellere bir damla PBS damlatılıp 

lamların üzeri kapatılarak floresans mikroskopta incelenir. 

 

3.4.3. Cell Cycle (Hücre Döngüsü) Kiti ile Apoptotik Etkinin İncelenmesi  
 

 Hücre döngüsü için BD Cycletest™ Plus DNA Reagent kiti (biosciences, 

Almanya) kullanıldı. 

Kitin çalışma prosedörü aşağıdaki gibidir: 

1. Hücreler 1.000.000 olacak şekilde sayıldı. 

2. 12’lik well plate ekilmiş olan hücrelerin üzerine 300 ul tripsin, 1ml fcsli dmem ile 

kaldırıldı. 

3. Plateden kaldırılan hücreler 5000 rpm de 5 dakika santrifüj edildi, pellete dokunmadan 

süpernatant uzaklaştırıldı. 

4. Hücre süspansiyonlarının üzerine buffer solution eklendi. (1ml buffer solution + 9 ml 

destile su ile seyreltildi) 1500 rpm de 5 dakika santrifüj edilip, süpernatant 

uzaklaştırılarak, bu işlem iki defa tekrarlandı.  
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5. Hücre süspansiyonunun üzerine 250 μl solution A (tripsin buffer) eklendi. Tüplerin 

dibine hafifçe vurularak karışması sağlandı. (vorteks kullaılmadı).10 dakika karanlık 

ortamda inkübe edildi. 

6. Hücre süspansiyonun üzerine 200 μl solution B (tripsin inhibitor ve RNase buffer) 

eklendi. Yine tüplerin dibine hafifçe vurularak karıştırılması sağlandı.10 dakika karanlık 

ortamda inkübe edildi. 

7. Hücre süspansiyonunun üzerine 200 μl solution (DNA ya bağlana boya) eklenip ve 

yine tüplerin dibine hafifçe vurularak karıştırılması sağlandı ve 10 dakika karanlık 

ortamda inkübe edildi. 

8. Hücre süspansiyonları daha sonra BD FACS VİA tipi akım (flow) sitometre ile 

değerlendirilip, kaluza analysis programı kullanılarak her numune için hücreler sayılıp 

analiz edildi. 

 

3.5. Hücre İçi Serbest Radikal Değişimi Analizi (ROS) 
 

Reaktif oksijen türleri (ROS), normal oksijen metabolizması sırasında az miktarda 

oluşan süperoksit radikali (O2), hidrojen peroksit (H2O2) ve hidroksil radikali (OH)' dir. 

Reaktif oksijen türleri, çeşitli serbest radikallerin oluştuğu serbest radikal zincir 

reaksiyonlarını başlatabilirler ve hücrede karbon merkezli organik radikaller (R), peroksit 

radikalleri (ROO), alkoksi radikalleri (RO), tiyil radikalleri (RS), sülfenil radikalleri 

(RSO), tiyil peroksit radikalleri (RSO2) gibi çeşitli serbest radikallerin oluşumuna neden 

olurlar.Serbest oksijen radikallerinin tüm bu etkilerinin sonucunda hücre hasarı olur. 

Hücrede reaktif oksijen türlerinin (ROS) ve serbest radikallerin artışı hücre hasarının 

önemli bir nedenidir. İskemi sonrasında reperfüzyon da reaktif oksijen türlerinin (ROS) 

artışına bağlı olarak iskeminin oluşturduğu hücre hasarını artırır. 

Hücre içi serbest radikal ölçümü Cellular Reactive Oxygen Species Detection 

Assay Kit (Red Fluorescence, abcam, 186027) kiti kullanılarak yapıldı. Bu kitte, hücreye 

geçirgen olan bir floresans prop kullanılır. Bu prop ROS ile reaksiyona girdiğinde kırmızı 

flüoresan oluşturur.Kit protokolü şu şekilde uygulandı. Siyah pleytlere 100 µl’de  3 x104  

hücre olacak şekilde ekim yapılarak 24 saat inkübe edildi. PBS içerisinde katran 

bileşikleri IC50 dozlarında uygulanacak. İnkübatörde 37°C’de %5 CO2  1 saat inkübe 

edildi (ışıktan korunarak) Bileşikler döküldükten sonra kuyucuklara 100 µl’ ROS Deep 
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Red Working Solution eklenip 37°C’de %5 CO2  1 saat inkübe edildi. Fluorimetri 

cihazında (Spektramax M5) Ex/Em = 650/675 nm (cut off = 665 nm) ölçüm yapıldı. 

 

3.6. Mitokondriyal Membran Potansiyeli (JC-1) Ölçümü 
 

Çalışmamızda, apoptozun mitokondriyal iç yolağında ortaya çıkan mitokondriyal 

membran potansiyel değişimi spektroflorometrik olarak belirlendi. Mitokondriyal 

Membran Potansiyeli (JC-1) ölçümü Fluorometric JC-1 Kit (Sigma MAK 150) 

protokolüne göre yapıldı. JC-1 Stok solüsyonu (1 mg/ml) aşağıdaki prosedüre göre 

hazırlandı: 

• 200µl DMSO liyofilize olan JC-1 boyası üzerine eklendi. Tüpün ağzı parafilm ile  

kapatılarak vorteks ile karıştırıldı. 

• 15 dk oda sıcaklığında bekletilerek tamamen çözüldü.  

• 200µl’de çözünen JC-1 boyası orjinal DMSO tüpüne transfer edildi ve çözülmesi 

beklendi. 

• 25 µl hazırlanan stok solüsyonundan alınarak 4ml ultrasaf su içerisinde çözüldü 

ve karıştırıldı. 

• 1-2 dk oda sıcaklığında inkübe edildi. 

• Aynı tüp içerisine 1ml 5X staining buffer eklendi. 

• Eşit miktarda büyüme mediumu (5ml-5ml) ile karıştırılarak boyama karışımı elde 

edildi. 

• Hücreler (0.2–1.2 x 106 cells/ml) üzerindeki büyüme mediumu çekildi ve üzerine 

200-400µl arasında hazırlanan boyama karışımından eklendi. 

• 37°C’de %5 CO2 20dk inkübe edildi. 

• Boyama karışımı uzaklaştırılarak 2 defa büyüme mediumu ile yıkandı. 

• Büyüme mediumu ile hücreler kaplanarak 490 nm(excitation) 530 nm(emission) 

florimetri (Spektramax M5) cihazında ölçüldü. 
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4. BULGULAR 

 

4.1. Katran Ektresinin Sitotoksik Etkileri 
 

Katran bitkisi ile hazırlanan fraksiyonunun kolon kanser (HCT-116) ve normal 

sağıklı inasan hücreleri (HUVEC) üzerine etkisi MTT Assay yöntemi kullanılarak tespit 

edildi. 24 saat sonunda kolon kanseri üzerinde sitotoksik etkisi (IC50) 30 µg/mL olarak 

hesaplanırken, normal hücreler üzerindeki etkisinin ise yaklaşık iki kat daha yüksek 

olduğu belirlendi (Şekil 4.1).  

 
Şekil 4.1. Katran Ektresinin Hct-116 ve Huvec Hücreleri Üzerindeki Sitotoksite Sonucu 

 

4.2. Acridine Orange /Ethidium Bromide Staining Analizi 
 

Acridin orange metodunda hücre çekirdeğinde ve hücre membranında meydana 

gelen apoptoz kaynaklı olarak gerçekleşen değişiklilkeri belirlemek ve incelemektir. 

Ethidiuum bromide membran bütünlüğü bozulmuş hücreleri boyarken acridinr orange 

boyası canlı ve ölü hücreleri boyamaktadır. Hücre bütünlüğü ve aktivitesi devam eden 

hücreler yeşil renk boyanırken apoptotik hücreler sarı turuncu renk almaktadır. Ölen 

hücreler ise kırmızı renk boyanmaktadır. 

 

 Hücre ölümündeki morfolojik değişiklikleri gözlemlemek için AO / EB boyama 

yöntemi kullanılarak değerlendirildi. Katranile muamele edilen HUVEC ve HCT-116 
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hücrelerinde meydana gelen morfoloji değişimi apoptozisin tetiklendiğini gösterdi. Şekil 

4.2’ de görüldüğü gibi yeşil renkli olan hücreler sağlıklı, sarı-kırmızı renk değişimi 

gözlenenler ise apoptotik hücreler olarak değerlendirildi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
4.3. Flow Sitometrik Annexin-V- PI Apoptoz/Nekroz Analizi 
 

Hücre canlılığı ve proliferasyon deneyleri ile tespit edilen IC50 değerlerine göre 

10, 20 ve 30µg/ml dozlarında HCT-116 hücreleri 24 saat inkübe edildi. Sonrasında hücre 

ölümünün çoğunluklu olarak apoptotik hücre ölümü olup olmadığı Akış Sitometrik 

Annexin-V-PI boyamaları ile tespit edildi. Şekil 4’de görüldüğü gibi 30 µg/ml dozlarında 

anlamlı bir etki gösterdiğini ve ölüm oranını %40,4 olarak tespit ettik (p<0.05*, 

p<0.001**,p<0.0001***). 

 

 

 

 

 

 

Huvec- 30µg/ml Huvec- Negative Hct-116 Negative Hct-116 30µg/ml 

Şekil 4.2. HCT- 116 ve HUVEC Hücrelerinin AO /EB ve Morfoloji Görüntüleri 
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4.4. Flow Sitometrik Hücre Döngüsü Analizi 
 

 Bitki ekstraktı ile muamele edilen HCT-116 hücrelerin bölünmesi üzerinde 

etkisi10 µg/ml dozundan başlayarak görüldü ve bu etki artan dozun etkisiyle hücre 

bölünmesini yavaşlattığı tespit edildi. 30µg/ml dozda, hücre döngüsü aşamaları              

Sub-G1'de %2.6, G0/G1 fazında %70.0, S fazında % 20.7 ve G2/M fazında % 6.7 olarak 

belirlendi.10 µg/ml dozu ile kontrol grubu ve hücresi kıyaslandığında bitki ekstraktı ile 

muamele sonrası Sub-G1 fazında (kontrol grup %0.8-etkin doz %2.6) hücrelerin 

durdurulduğu gözlendi (p<0.05*, p<0.001**, p<0.0001***Şekil. 7). 

 

 

 

 

 

 

 

Propidium Iodide(PI) 

Annexin V-FITC 

** 

Şekil 4.3. HCT-116 Hücresinin Annexin-V Analiz Sonuçları 
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4.5. Flow Sitometrik Mitokondri Membran Potansiyeli (JC-1) Analizi 
 

JC-1(5,5′,6,6′-tetrachloro1,1′,3,3′-tetra methyl benzimidazolyl carbocy 

anineiodide) mitondriyal membran potansiyelini analiz etmek için kullanılan bir boyadır. 

Mitokondriyal membran potansiyelinin bozulması ile açılan porlardan aşırı miktarda 

reaktif oksijen türünün sitoplazmaya geçmesi apoptoz aktivasyonuna yol açar. Annexin 

V-FITC / PI'nın yanı sıra, katran bitkisinin apoptotik etkisini araştırmak için HCT-116 

hücrelerini JC-1 boyaması yaptık; Şekil 8’de gösterildiği gibi, HCT-116 hücrelerinde 

apoptozun önemli ölçüde indüklendiği tespit edildi (* p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001). 

 

 

 

 

 

 

Cell Count 

Dna Content 

** 

Şekil 4.4. Katran Ektresinin HCT-116 Hücre Döngüsü Grafiği 
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4.6. ROS (Hücre içi serbest radikal değişimi analizi) 
 

Hücre içi serbest radikal değişimi analizi için hücreye geçirgen olan bir floresans 

prop kullanılır. Bu prop ROS ile reaksiyona girdiğinde kırmızı fluoresan oluşturur. 

Çalışmamızda, yeşil hekzan’nın hücre içi etkisi incelendiğinde negatif gruba göre doz 

artışına bağlı olarak ROS miktarında artış oluşturduğu tespit edilmiştir. (Figüre 6.*p 

<0.05, **p <0.01, ***p <0.001).Yanı sıra NRF-2 gen seviyesinde artış, hücre içi serbest 

radikal artışını doğrulamıştır (Şekil 4.6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

JC-1(FL-1) 

JC-1(FL-2) 

Şekil 4.5. Katran Ektresinin Apoptotik Etkinlik Grafiği 

Şekil 4.6. Katran Ektresinin Serbest Radikal Grafiği 



33 
 

5. TARTIŞMA ve SONUÇ 

 

Günümüzde kanser, sık görülmesi ve mortalite oranının yüksek olması sebebiyle 

önemli bir halk sağlığı sorunu haline gelmiştir. Kardiyovasküler hastalıklardan sonra 

gelen ölümlerin birinci nedenidir. Kanser tedavisinde sıklıkla kemoterapi 

kullanılmaktadır. Kemoterapi yan etkileri ve kemoterapik yetersizlikleri kanserli 

hücreleri zarar verip öldürürken aynı zamanda sağlıklı vücut dokularına ve hücrelerine de 

zarar vermektedir. Kemoterapiden kaynaklı ek hastalıklar oluşmakta ve dahası 

kemoterapiden dolayı sağlıklı hücrelerin kanserleşmesi ve hastanın ölümü ile 

sonuçlanabilmektedir. Kemoterapinin yetersizlikleri ve kesin bir tedavi yöntemi 

olmamasından dolayı günümüzde kanser tedavisindeki araştırmalarında hedefe özgü 

yöntem ve tedavi teknikleri geliştirilmektedir. Bu amaçla bitkisel kökenli bileşikler 

kullanılmaktadır. 

Bu çalışmamızda daha önce antikanser ve Sitotoksik etkisi incelenmeyen 

Toroslarda yetişen Sedir Ağacı’ndan (Cedrus libani) elde edilen katran ektresini 8 farklı 

konsantrasyonda HCT-116 (kolon adenokarsinom) ve HUVEC (normal insan hücre hattı) 

hücreleri soyları üzerinde apoptotik ve sitotoksik etkileri araştırıldı. 

Anadolu yöresinde Toros sediri (Cedrus libani), Batı, Orta ve Doğu Toroslar’da 

doğal olarak, kuzeyde Erbaa ve Niksar’da yayılış göstermektedir. Çoğunlukla yayılışı 

dikey sınırlarda 1000 ile 2000 metreler arasında olup, tek ağaç olarak 2400 metreye kadar 

çıkabilmektedir. 40 metreye kadar ulaşabilen boyları vardır.  

Cedrus libani, Lübnan'da farklı enfeksiyon hastalıklarının tedavisi için geleneksel 

tıp olarak yaygın şekilde kullanılmaktadır (138). Son zamanlarda Cedrus libani'nin koni 

ve yapraklarının antimikrobiyal aktiviteye sahip olduğu açıklanmıştır (139). Cedrus 

libani'nin konileri, Helicobacter pylori karşıtı aktivite için anti-ülserojenik etkiye sahiptir 

(140).  Ayrıca Maymun böbrek hücre hattı (Vero) herpes simplex virüs tip-1 ile enfekte 

edip sedir bitkisinin uçucu yağları ve özütleri sitotoksik incelenmesi MTT ile yapıldı 

(138). Antiviral test herpes simplex virüs tip-1 (HSV-1) büyümesinin kısmen Cedrus 

libani tarafından inhibe edildiğini gösterdi (138). Ayrıca bazı çalışmalarda Cedrus libani 

antifungial etki gösterdiği de tespit edilmiştir (139). Cedir libani bitkisi ile daha önce 

insan kanserleri üzerinde herhangi bir araştırma yapılmamıştır.  
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Bu veriler doğrultusunda Antiviral, antimikrobiyal, antifungial ve hayvan hücre 

hatları üzerinde sitotoksik etki gösterdiği belirlenmiş. Biz bu çalışmamızda Cedir libani 

bitkisinin katran ektresinin HCT-116 insan adenokarsinom ve HUVEC normal insan 

hücresi üzerindeki antikanser etkisini inceledik.   

Katran bitkisi ile hazırlanan ektrenin kolon kanser (HCT-116) ve normal hücreleri 

(HUVEC) üzerine etkisi MTT Assay yöntemi kullanılarak tespit ettik. Bu ektre hücrelere 

sekiz farklı dozda (0 µg/ml, 2,5 µg/ml, 5 µg/ml, 10 µg/ml, 25 µg/ml,50 µg/ml, 100 µg/ml 

ve 200 µg/ml) uygulanıp 24 saat inkübasyonda bekletildi. 24 saatinin bitiminde kolon 

kanseri üzerindeki güçlü sitotoksik etki (IC50) 30 µg/ml gösterirken, normal hücreler 

üzerinde ise sitotoksik etki göstermemiştir.  

Bu verileri doğrulamak amacıyla kolon kanseri üzerindeki sitotoksik etki (IC50) 

30 µg/ml olan dozda hücrelerde apoptoza bağlı nükleüsta ve hücre çekirdeğindeki 

değişimleri Acridine Orange /Ethidium Bromide yöntemiyle inceledik. Hücre 

ölümündeki morfolojik değişiklikleri gözlemlemek için AO / EB boyama yöntemi 

kullanılarak değerlendirildi. Katran ile muamele edilen HCT-116 hücrelerinde sitotoksik 

dozda hücrelerin morfolojik değişimlerinde apoptozisin tetiklendiği gözlemlenmiştir. 

Ayrıca HUVEC hücresinde ise herhangi bir morfolojik değişiklik olmadığı sağlıklı hücre 

üzerinde sitotoksik etki göstermemiştir. 

Daha sonra olası sitotoksik etkisi hücrelerde hücre ölüm mekanizmalarından olan 

apoptotik yolağı aktifleştirerek mi yoksa nekrozdan hangisi ile gerçekleştiğini tespit 

etmek için Annexin V Apoptoz/Nekroz tayini yapıldı. Katran ektremiz doza bağımlı 

olarak 10 µg/ml, 20 µg/ml ve 30 µg/ml üç farklı dozda HCT-116 hücrelerini 24 saat 

ünkübe edildi. Sonrasında doza bağlı olarak apoptotik yolağın artığını ve hücre ölüm 

oranında ciddi bir yükselme olduğu belirlendi.  

Uyguladığımız bitkinin HCT-116 ve HUVEC hücrelerinin hücre bölünmesinin 

hangi aşamasında durduğunu tespit etmek amacıyla hücre döngüsü analizi yaptık. 

Hücrelere dört farklı doz (0 µg/ml, 10 µg/ml, 20 µg/ml, 30 µg/ml) uyguladık artan 

dozlarda hücrelerin G0-G1 fazında daha fazla hücrenin kaldığı görülmektedir. Negatif 

dozda hücrelerin %58,8, 10 µg/ml hücrelerin %58,4, 20 µg/ml hücrelerin % 62.1 ve 30 

µg/ml ise hücrelerin %70’i G0-G1 fazında hücre bölünmesi durmuştur.  G0-G1 fazını 

geçen her hücre mutlaka bölüneceğinden dolayı uyguladığımız maddenin kanserli 

hücreleri G0-G1 fazında tutup hücreleri bir sonraki fazı geçmesini engelleyebilmesidir.  
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 Apoptozun diğer bir belirteci olan mitokondral membran potansiyeli JC-

1(5,5′,6,6′-tetrachloro1,1′,3,3′-tetra methyl benzimidazolyl carbocy anineiodide) ile 

analiz ettik. Analiz sonucunda HCT-116 hücrelerinin madde miktarının artması ile 

mitokondrilerdeki membranların porları açılarak yüksek oranda reaktif oksijenin 

sitoplazmaya geçmesi apoptoz aktivasyonuna yol açmıştır.  

 Hücre içi serbest redikal değişimini analiz etmek için hücreye geçirgen olan 

floresans bir prop kullanıldı. Bu prop ROS ile reaksiyona girdiğinde kırmızı floresans 

oluşturmaktadır. Katran ektremiz dozun artması ile hücre içerisindeki reaktif oksijen 

düzeyinde ciddi bir artış olduğu gözlemlenmiştir. 

 Sedir bitkimizin doza bağlı olarak hücreyi apoptotik yolağı indüklediğini, hücre 

içi ölüm miktrarını artırdığını tespit ettik. Madde üyguladığız hücre apoptotik yolu seçtiği 

görülmektedir. Maddelerimizin sitotoksik ve apoptotik etki mekanizmasını serbest 

radikal üretimini tetikleyerek gösterdiğini tespit ettik.  Kanserli hücre üzerinde sitotoksik 

etki gösterirken sağlıklı hücre üzerinde sitotoksik etki göstermemiştir. Bunlarda yola 

çıkarak kanser tedavisi için yeni bir kemoterapik ajan olabileceğini ve ileride 3 boyutlu 

hücre kültürü araştırmalarında ve ardından hayvan deneyleri gibi yeni projelere ışık 

tutacak ve özellikle kanser tedavisi için yeni ve özgün çalışma alanları doğuracaktır. 
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